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Objetivos: Determinar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etanólico de 
Rosmarinus Officinalis L. comparado con Penicilina sobre Cepas 
Streptococcus pyogenes. Material y métodos: Se realizó un estudio 
experimental comparativo, las muestras estuvieron constituidas de 40 
cultivos de Streptococcus pyogenes. 
 
Resultados: En el Grupo 1 con halo inhibitorio de R.O al 50% se obtiene un 
diámetro promedio de 12.10 mm y una desviación estándar de 3.60 mm, 
mientras que en el Grupo 2 una media y una desviación estándar de 15.60 
mm. El Grupo Control positivo de penicilina 10 ug con valores de 31.30 y 
8.43 mm se detecta una diferencia sustantiva entre los Grupos 
experimentales respecto al Grupo Control.  
 
Conclusiones: El extracto etanólico de Rosmarinus officinalis L. “Romero” en 
las concentraciones 50% y 75% si presentan efecto inhibitorio in vitro sobre 
cepas de Streptococcus pyogenes clinicas y ATCC® 12384, existiendo 
diferencia significativa entre las diferentes concentraciones utilizadas. La 
concentración máxima 75% utilizada en Streptococcus pyogenes ATCC® 
12384, donde se evidencia que existe diferencia significativa. 
 











Objectives: To determinate the in vitro inhibitory effect of ethanol extract of 
Rosmarinus Officinalis L. compared with penicillin on Streptococcus 
pyogenes. Materials and methods: A comparative experimental study was 
performed, the samples consisted of 40 cultures of Streptococcus pyogenes. 
 
Results: In Group 1 with 50% R.O inhibitory halo an average diameter of 
12.10 mm and a standard deviation of 3.60 mm is obtained, while in Group 2 
a mean and a standard deviation of 15.60 mm. The Positive Control Group 
of penicillin 10 ug with values of 31.30 and 8.43 mm detected a substantive 
difference between the experimental Groups and the Control Group. 
 
Conclusions: The ethanolic extract of Rosmarinus officinalis L. "Romero" in 
concentrations 50% and 75% if they present inhibitory effect in vitro on strains 
of Streptococcus pyogenes clinicas and ATCC® 12384, there being a 
significant difference between the different concentrations used. The 
maximum concentration 75% used in Streptococcus pyogenes ATCC® 
12384, where it is evidenced that there is significant difference. 
 









La salud infantil es uno de los Objetivos del Desarrollo del Milenio 
(ODM)5 y tema fundamental para el seguimiento por parte de los gobiernos. 
Según la resolución ministerial Nº 5970-2007 DGS/MINSA establece que la 
salud de los niños es fundamental para definir la política pública en salud1. 
 
En el Perú, la principal causa de mortalidad es el grupo etario 0 a 4 
años, en enfermedades infectocontagiosas, teniendo como grupo de 
morbilidad más frecuente a las “Infecciones Respiratorias Agudas” (IRAs), 
con 2’774,790 de atenciones y en segundo lugar a “Infecciones del aparato 
gastrointestinal”, con 860,847 atenciones. El tercer lugar se debió a 
“Patologías de la piel y del tejido subcutáneo”, con 306,023 atenciones. Las 
IRAs más frecuentes fueron aquellas que afectaron las vías respiratorias 
altas (Faringitis aguda y amigdalitis aguda y otras infecciones agudas de las 
vías respiratorias superiores)2. 
 
En el Departamento de Ancash de Julio 2011 , la primera causa de 
morbilidad fue el grupo de “Infecciones respiratorias agudas de vías aéreas 
superiores” (grupos diagnósticos: Faringitis aguda y amigdalitis aguda), 
seguido de “Infecciones del aparato gastrointestinal” (grupos diagnósticos: 
Otras helmintiasis/Otras enfermedades infecciosas intestinales)2. 
 
Streptococcus pyogenes es responsable de infecciones no invasoras 
como amigdalitis, escarlatina y afecciones de la piel y de infecciones 
invasoras graves como bacteriemia, fascítis necrotizante y shock séptico3,4. 
Adicionalmente, S. pyogenes infecciones no supurativas, siendo las más 
importantes la fiebre reumática y la glomerulonefritis post-infecciosa. 
Pertenece a las bacterias Gram positivas, -hemolítica del grupo A de 
Lancefield5,6.  
Estreptococo beta-hemolítico del grupo A (EbhGA) es responsable 
del 5 al 15% de las consultas por dolor de garganta en los adultos y del 20 
al 30%  en los niños7,8,9. Es más frecuente en invierno y comienzo de la 
primavera y se estima que es la causa del 15-30% de casos de Faringitis 
Aguda (FA) en niños de edad escolar entre 5 y 15 años (rango 3-18 
años)10,11,5.  Por lo que es necesario un diagnóstico y tratamiento oportuno 
para prevenir complicaciones mortales como la fiebre reumática aguda y 
glomerulonefritis12,13. 
 
La fiebre reumática (FR) es una enfermedad inflamatoria, sistémica 
caracterizada por la existencia de lesiones que afectan al corazón, 
articulaciones, sistema nervioso central, piel y tejido celular subcutáneo, 
como secuela de una infección faríngea por EbhGA14,15. La FR es un 
problema sanitario importante en Asia, Oriente Medio, África y Sudamérica, 
todo ello indica que es una enfermedad social, en la que las malas 
condiciones de vivienda y el hacinamiento favorecen el desarrollo de la 
misma14. 
 
  Entre los estudios de susceptibilidad in vitro realizados en Chile en 
pacientes con amigdalitis aguda, se ha observado que Streptococcus grupo 
A presenta una susceptibilidad del 100% a penicilina, amoxicilina, 
amoxicilina-sulbactam y cefuroxima; 7,8% de resistencia a eritromicina; 0% 
a 5,2% de resistencia a azitromicina y 0% a 5,9% de resistencia a 
claritromicina9,10. 
 
  En el caso de macrólidos y lincosamidas se ha descrito que 
Streptococcus pyogenes produciría como principal mecanismo de 
resistencia una alteración en el sitio blanco del antibiótico que se encuentra 
en la subunidad 50s del ribosoma, a través de la producción de 
metiltransferasas codificadas por el gen ERM de origen plasmidial o 
cromosomal que transformarían dicho sitio de acción9,11-14. 
 
 
En los últimos años las plantas medicinales han adquirido gran 
importancia en terapias alternativas o complementarias en varias regiones 
del mundo16,17. Las plantas con acción medicinal o funcional tienen la 
característica común de poseer un elevado contenido en sustancias o 
principios activos, con propiedades químicas, bioquímicas u organolépticas 
muy específicas, que permiten su utilización con fines terapéuticos (plantas 
medicinales), aromáticos (plantas aromáticas o esencias) y dietéticos o 
gastronómicos (plantas empleadas como condimentos) 18,19. 
 
Rosmarinus Officinalis L. (Romero) contiene aceite esencial cuya 
composición varía según la procedencia geográfica. Así se han diferenciado 
tres quimiotipos diferentes: cineoliferum (alto porcentaje de 1,8-cineol), 
camforiferum (con más de un 20% en alcanfor) y verbenoniferum (con más 
de un 15% en verbenona)20,21,22. En el área mediterránea el aceite esencial 
de plantas procedentes de Marruecos y Túnez posee un elevado contenido 
en 1,8-cineol, mientras que el procedente de España posee un contenido 
menor23,24,25. 
 
Los componentes principales del aceite esencial de Rosmarinus 
Officinalis L. (Romero) en el Perú son: 20% de alcanfor, 2% de 1,8-cineol, 
4% a-pineno y otros monoterpenos como borneol, b-pineno, limoneno y p-
cimeno. También encontramos lactonas sesquiterpénicas (carnosol, 
rosmanol, epirosmanol, isorosmanol, 7-metoxirosmanol, rosmadial); ácidos 
triterpénicos (ácido ursólico, ácido betulínico); alcoholes triterpénicos (a y b-
amirina, betulina); ácidos fenólicos (cafeico, clorogénico, rosmarínico); 15 - 
20% de flavonoides (luteolina, apigenina, genkwanina, diosmetina, 
hispidulina, 5-hidroxi-7, 4’-dimetoxi-flavona, cirsimaritina) y los 
correspondientes heterósidos20,21,25.  
 
Muchos compuestos presentes en aceites esenciales obtenidos de 
diferentes plantas, tales como: fenoles, flavonoides y otros polifenoles 
actúan contra reconocidas bacterias patógenas, mohos y levaduras 
presentes en alimentos26,27. En el trabajo de Shan et al., determinaron en 
más de 10 aceites esenciales la relación existente entre el contenido de 
compuestos fenólicos y la capacidad de inhibición de bacterias Gram 



















































Debido a la necesidad de conocer las propiedades medicinales de las 
plantas y teniendo la información sobre los efectos antimicrobianos que 
presenta la planta Rosmarinus Officinalis L. (Romero) sobre los 
microorganismos como: Streptococcus pyogenes, microorganismo que 
constituye la causa mas frecuente de infección de la vía área superior 
(faringoamigdalitis aguda). Si bien sus complicaciones son excepcionales, 
pueden existir dos tipos: complicaciones supurativas locales (1-2%): otitis 
media, sinusitis aguda, absceso periamigdalino, mastoiditis, y 
excepcionalmente: absceso retrofaríngeo, síndrome de shock tóxico 
estreptocócico, etc., y no supurativas, que son raras en países desarrollados, 
como la Fiebre Reumática (FR), glomerulonefritis postestreptocócica y 
artritis reactiva. Teniendo en cuenta que nuestro país esta en vía de 
desarrollo, en estas últimas décadas existe alarma en la población por falta 
de antibióticos para tratar infecciones estreptococicas, consideramos 
importante la realización de esta investigación, con la finalidad de comprobar 
si existe efecto inhibitorio de Rosmarinus Officinalis L. (Romero) sobre S. 
pyogenes. De probar la hipótesis, comunicaríamos el hecho a la comunidad 
científica, para que se tenga en cuenta los beneficios del estudio y se 
divulgue la información, a fin de encontrar nuevas alternativas terapéuticas 
contra dicho patógeno. 
 
Rodríguez Y. Espinoza et al,31  Demostraron que el extracto 
etanólico de Rosmarinus officinalis L. (Romero) no tiene efecto inhibitorio 
sobre las cepas de Pseudomonas aeruginosa (PF1, PF2, PF3) y la cepa SY1 
de Staphylococcus aureus; sin embargo tuvo efecto inhibitorio sobre las 
cepas RE1, RE2, RE3 de Streptococcus pyogenes obteniéndose halos de 
inhibición de 8.67mm. (cepa RE1) a concentración de 5 mg/ml  y de 
12.33mm. (cepa RE3) a concentración de 35 mg/ml. ; y el efecto en las cepas 
SY2 y SY3 de Staphylococcus aureus  produjo halos de inhibición de 7 mm. 
(cepa SY3) a concentración de 5mg/ml. y de 10 mm. (cepa SY2) a 
concentración de 25 mg/ml. 
 
Nair R., Kalariya T., Chanda S.32  Los resultados de su estudio fueron 
que todos los extractos de las hojas de Rosmarinus officinalis L. mostraron 
diversos efectos inhibitorios (7-16 mm/20 µl de la zona de inhibición), 
excepto el extracto de acetona contra Yersinia enterocolitica. 
 
Castaño Hader, Ciro Gelmy.33 El aceite esencial de Rosmarinus 
officinalis L. exhibió un amplio espectro de acción antimicrobiana tanto para 
bacterias Gram positivas como Gram negativas con CIM entre 512 – 4096 
ppm. El extracto etanólico de Rosmarinus officinalis L. mostró actividad 
antimicrobiana contra las bacterias Shigella sonnei, Salmonella typhimurium 
y Listeria monocytogenes con CIM de 1024 ppm. La nisina, utilizada como 
control positivo, ocasionó una inhibición del crecimiento de todas las 
bacterias evaluadas con CIMs entre 2 y 1024 ppm, mientras que los 
conservantes usados comúnmente en la industria de alimentos presentaron 
una actividad antimicrobiana menor que la encontrada con el aceite esencial 
de Rosmarinus officinalis L. 
 
Mostacero Irsa , Bustamante Olinda del Pilar.34 Obtuvieron como 
resultado que para el Streptococcus mutans, la infusión de Rosmarinus 
officinalis L. al 40% presentó mayor eficacia con una media de 20530000,00 
UFC/ml y una diferencia significativa de 0.0028 a los dos tiempos de 
exposición ( 1 y 5 minutos); mientras que al 20% se obtuvo una media de 
2016666,67 UFC/ml y tanto a 1 minuto como a los 5 minutos mostró una 
diferencia significativa de 0,0002 respecto al ensayo control. Concluyendo 
que a mayor concentración y tiempo de exposición de la infusión de 






PLAN TE INVESTIGACIÓN 
 
Formulación del problema científico:   
 
¿Cuál es el efecto inhibitorio in vitro de Rosmarinus officinalis L. comparado 




Hipótesis nula (H0): 
 
H0: No existe efecto inhibitorio in vitro de Rosmarinus Officinalis L. 
comparado con Penicilina sobre Cepas de Streptococcus pyogenes. 
UPAO. Agosto - Noviembre 2015. 
 
Hipótesis alternativa (H1): 
 
H1: Existe efecto inhibitorio in vitro de Rosmarinus Officinalis L. 
comparado con Penicilina sobre Cepas de Streptococcus pyogenes. 





Determinar el efecto inhibitorio in vitro de Rosmarinus Officinalis L. 
comparado con Penicilina sobre Cepas de Streptococcus pyogenes. 




Determinar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etanólico de 
Rosmarinus officinalis L. a concentraciones del 50% y 75% sobre 
Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 y Cepas de Streptococcus 
pyogenes clínicas. 
 
Determinar el efecto inhibitorio in vitro de Penicilina sobre 
Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 y Cepas de Streptococcus 
pyogenes clínicas. 
 
Comparar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etanólico de 
Rosmarinus officinalis L. y penicilina sobre Streptococcus pyogenes 
ATCC® 12384 y Cepas de Streptococcus pyogenes clínicas. 
 




5.1.1. Población Diana o Universo: 
 
Cultivos de Cepas Streptococcus pyogenes aislados y cepa de 
Streptococcus Pyogenes ATCC® 12384. 
 
5.1.2. Población de Estudio: 
Los cultivos de Streptococcus pyogenes aislados de pacientes con 
faringoamigdalitis supurativa. 
 
Criterios de inclusión: 
 
 Cepa de Streptococcus pyogenes ATCC® 12384. 
 Cepas aisladas de pacientes que presentaron signos y síntomas de 
faringoamigdalitis supurativa e hipertrofia de amígdalas. 
 
Criterios de exclusión: 
 
 Pacientes que recibieron antibioticoterapia en los últimos 72 horas antes 
de realizarse la toma de la muestra. 
 Pacientes que fueron internados por procesos infecciosos en el último 
mes, con diagnóstico de asma, bronquitis crónica, EPOC. 
 Contaminación de la muestra 
5.1.3. Muestra: 
 
Unidad de análisis: 
 
La unidad de análisis la constituirán cada una de las placas petris con 
cultivos de Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 y Cepas de 
Streptococcus pyogenes clínicas., sometidas al extracto etanólico de 
Rosmarinus Officinalis L. y penicilina. 
 
Unidad de muestreo 
 
La unidad de análisis la constituirán cada una de las placas petris con 
cultivos de Streptococcus pyogenes ATCC® 12384, sometidas al extracto 




Siendo un trabajo experimental el tamaño de la muestra estará constituida 
por 10 unidades experimentales, que corresponden a 1 tipo de extracto, 2 
concentraciones, 1 cepa bacteriana Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 
y cepas bacterianas procedente de muestra clínica. Con 1 repetición en el 
experimento totaliza 40. 
 
DISEÑO DE ESTUDIO 
 













NR1: Sensibilidad del Streptococcus pyogenes a las concentraciones 50% y 
75% del extracto etanólico de Rosmarinus Officinalis L.  
O1: Medida de la halos 
G1: Medida de sensibilidad del extracto etanólico de Rosmarinus Officinalis 
L. sobre Streptococcus pyogenes. 
NR2: Sensibilidad del Streptococcus pyogenes a las concentración de 100% 
de penicilina. 
O1: Medida de la halos 







NR1 G1: O1 
 
 
NR2 G2: O2 











1. Definiciones Operacionales. 
1.1. Variable independiente: 
➢ Extracto etanólico de Rosmarinus Officinalis L.: Extracto con olor 
característico, obtenido a partir de la hojas de la planta Rosmarinus 
Officinalis L. (romero), por maceración en contacto con etanol, seguida de la 
eliminación de dicho solvente por un procedimiento físico; contiene los 
principios activos.  
➢ Penicilina: Antibiótico del grupo de los betalactámicos empleado 
profusamente en el tratamiento de infecciones provocadas por bacterias 
sensibles y  derivado del ácido 6-aminopenicilánico, la concentración en el 
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1.2. Variable Dependiente: 
 
➢ Efecto inhibitorio in vitro:   
Capacidad para evitar la reproducción, crecimiento o producir la muerte de 
un microorganismo en condiciones experimentales, fuera de un organismo 
vivo.  
 
➢ Halo de Inhibición:  
Zona alrededor del disco donde una sustancia antibacteriana es capaz de 
impedir el crecimiento de la bacteria al cabo de 18 a 24 horas de incubación. 
Se utilizará como medida los diámetros de estas zonas en mm, según la 
escala de Duraffourd. 
 
➢ Escala de Duraffourd: Escala utilizada para determinar cualitativamente el 
efecto inhibitorio in vitro, según diámetro de inhibición35.  
 
o Nula (-) para un diámetro inferior a 8 mm. 
 
o Sensibilidad límite (sensible = +) para un diámero mayor de 8 mm a 
14 mm 
 
o Medio (muy sensible = ++) para un diámetro entre 15 mm a 20 mm. 
 







Recolección de la muestra: 
 
Se recolectó  5 kg de  las hojas de Rosmarinus officinalis (Romero), de 
Granja Porcón (Latitud 07º 02’ 15’’ S, Longitud 78º 38’ 00’’ W, altura 2980 
msnm), a una hora de la Ciudad de Cajamarca por la carretera a 
Bambamarca, del Distrito de Cajamarca, Provincia de Cajamarca y Región 
de Cajamarca. 
 
La recolección de la especie se realizó por el método convencional o clásico 
de herborización. 
 
Identificación y determinación taxonómica de la especie: 
 
Un ejemplar completo de la planta se llevó al Herbario Antenor Orrego (HAO) 
del Museo de Historia Natural y Cultural de la Universidad Privada Antenor 
Orrego para  su identificación y determinación taxonómica. 
 
Preparación de la muestra: 
 
Selección de la muestra: El material vegetal recolectado fue transportado 
al laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquímica 
de la Universidad Nacional de Trujillo, donde se eliminó las sustancias 
extrañas (polvo, microorganismos vivos) presentes en el material vegetal. 
 
Lavado de la droga: Luego  se procedió al lavado del material vegetal con 
agua destilada, seguido de una desinfección, utilizando hipoclorito de sodio 
al 0.5 %. Posteriormente se realizó enjuague con  agua destilada estéril, esto 
es para retirar los residuos de hipoclorito. 
 
Secado: Una vez lavado las hojas se  procedió a adecuar la droga en 
papeles Kraft, y se secó a temperatura ambiente. 
Pulverización y tamización: Se procedió a pulverizar las hojas con ayuda 
de un molino hasta obtener polvo y luego se pasó a través de un set de 
tamices para homogenizar el tamaño de partículas. 
 
Almacenamiento: El polvo obtenido, se guardó en un frasco de vidrio de 
color  ámbar de boca ancha41. 
 
Preparación del extracto etanólico  de  las hojas de romero 
 
Método maceración  
 
En un envase estéril de vidrio ámbar de boca ancha de  4 litros de capacidad, 
se colocaron  500 g de polvo de hojas previamente pulverizadas y tamizadas. 
Luego, se añadió etanol al 70 % cantidad suficiente hasta cubrir la muestra 
por sobre 2 cm de altura. Se mezcló bien, teniendo en cuenta que la mezcla 
debe ocupar como máximo las ¾ partes del recipiente. Se tapó el recipiente 
y se maceró en ausencia de luz  por 7 días, agitándose10 minutos, dos veces 
al día41. 
 
Transcurrido el tiempo de maceración, se  filtró el líquido al vacío, con papel 
de filtro Whatman N° 1. Al líquido filtrado se le denominó extracto etanólico.  
A continuación, el extracto etanólico se concentró en un rotavapor (Heidolph 
WB 2000) a presión reducida y temperatura controlada, no mayor a 40°C. 
Finalmente, el extracto se colocó en cápsulas de porcelana y se llevó a secar 
a la estufa a 40 ºC. Al producto resultante se le denominó extracto seco. A 
partir de este extracto seco se prepararon las concentraciones  de  50% y 
75% disueltas en etanol al 70%. Luego  cada concentración del extracto 
fueron esterilizadas por filtración con membrana, usando filtros Millipore de 
0.4 µm y 0.22 µm. Finalmente, las concentraciones preparadas, del extracto 
etanólico,  se colocó en viales ámbar de 10 mL y fueron almacenadas a 4°C 
hasta su posterior utilización41. 
Obtención de cepa:  
Cepa Bacteriana 
La cepa de Streptococcus pyogenes fueron aislada de pacientes con 
faringoamigdalitis supurativa y una cepa certificada ATCC® 12384 de 
control. La muestra fue sembrada en agar sangre y tioglicolato luego 
incubada a Tº 37 ºC por 24 horas. De las colonias beta-hemolíticos se 
realizaron coloración Gram y la prueba de la bacitracina como prueba de 
confirmación. Una vez aisladas la cepa, se conservaron en medio Agar TSA 
hasta la realización del trabajo experimental. 
 
Preparación del inóculo de Streptococcus pyogenes. 
Método de suspensión directa de colonias  
 
El método de suspensión directa de colonias es el más adecuado para la 
preparación del inóculo.  
 
(1) Preparamos el inóculo empleando un caldo directo o suspensión salina 
de las colonias aisladas seleccionadas de una placa de agar después de 18 
a 24 horas de incubación (utilizamos un medio enriquecido como el agar 
soya tripticasa). 
 
(2) Ajustamos la turbidez de la suspensión hasta que sea equivalente al tubo 
estándar 0.5 de la escala de McFarland. Obteniendo una suspensión de 1.5 
x 108  unidades formadores de colonias (UFC)/ml para Streptococcus 
pyogenes. Para realizar este paso con exactitud, se debió utilizar un equipo 
fotométrico o realizamos visualmente, una luz adecuada para comparar el 
tubo del inóculo con el  estándar 0.5 de McFarland frente a una tarjeta de 
fondo blanco y líneas negras36, 37. 
 
Prueba Inhibitoria in vitro: Mediante la técnica de Kirby y Bauer 
Inoculación de las placas42 
(1) Dentro de los 15 minutos después de haber ajustado la turbidez de la 
suspensión del inóculo, sumergimos un hisopo de algodón estéril en la 
suspensión ajustada. Rotaremos el hisopo varias veces y presionaremos 
firmemente por las paredes internas del tubo por encima del nivel del líquido. 
Este procedimiento eliminó el exceso de líquido del hisopo.  
 
(2) Inoculamos en la superficie seca de una placa de agar Mueller-Hinton 
estriando con el hisopo toda la superficie del agar  estéril. Repetimos este 
procedimiento estriando dos veces más el hisopo, rotando la placa  
aproximadamente 60º cada vez para asegurar una distribución homogénea 
del inóculo. Como paso final, pasamos el hisopo por el borde del agar. 
 
(3) Mantuvimos la placa entreabierta durante tres a cinco minutos, que 
favoreció la eliminación del exceso de humedad de la superficie para luego 
poder aplicar los discos impregnados con el antibiótico38, 39. 
  
Determinación del efecto inhibitorio (prueba de susceptibilidad) 
 
Mediante el método de difusión de discos de Kirby y Bauer, el cual consistía 
en preparar discos de papel de filtro estériles, los cuales serán sumergidos 
dentro de cada concentración del extracto etanólico de Rosmarinus 
Officinalis L.: 50% y 75% por el periodo no menor de 1 hora, luego con una 
aguja estéril, éstos se colocaron sobre los cultivos de Streptococcus 
pyogenes en las placas petri previamente preparadas; las placas se 
mantuvieron en la misma posición por un periodo de 5 minutos.  
 
Luego de este tiempo las placas se voltearon de posición y se incubarán a 
37º C, durante 24 horas. Todo el procedimiento se llevó a cabo dentro del 
diámetro de 10 cm de la llama de un mechero. 
 
Se realizó la comparación de halos de inhibición que se produce con 
Rosmarinus officinalis L. sobre la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC® 
12384. 
 
La lectura de los resultados, se llevó a cabo después de las 24 horas, 
mediante la inspección visual de cada placa. Se efectuó tomando el registro 
en milímetro de los halos de inhibición del crecimiento de Streptococcus 
pyogenes. 
 
8. RECOLECCION Y ANALISIS DE DATOS: 
 
El procesamiento de la información fue automático y se utilizó una 
computadora Pentium IV con  Windows 8 y el Software estadístico SPSS 
versión 22. 
 
Estadística descriptiva: Para analizar la información se construyó tablas de 
distribución de frecuencias de una entrada con sus valores absolutos. Se 
calculó su media y su desviación estándar. 
 
Estadística analítica: Para determinar el efecto in vitro del extracto 
etanólico de Rosmarinus Officinalis L. sobre Streptococcus pyogenes, se 
utilizó un análisis de varianza de un diseño completamente aleatorizado para 
el efecto bactericida analizado por el halo de inhibición, luego se utilizó una 
prueba de comparaciones múltiples: Prueba Duncan43,  ambas con un nivel 
de significancia del 5%. 
 
Todos estos datos fueron procesados de manera automatizada con el 















El proyecto de investigación se presentó para consideración, comentario, 
consejo y aprobación a los comités designados por la Facultad de Medicina 
de la UPAO.  
 
Al realizar la investigación se tuvo en cuenta principios de bioseguridad, 
prestando atención adecuada a los factores que puedan dañar el medio 




























A continuación se presentan los resultados obtenidos in vitro que muestran 
el efecto de diferentes concentraciones del extracto etanolico de 




Diámetro de halo como efecto inhibitorio in vitro del extracto etanólico de 
Rosmarinus officinalis L. a concentraciones del 50%, 75%  y  de Penicilina 
sobre Streptococcus pyogenes cepas clínicas. 
 
 
 Grupo de estudio: 
Indicador Rosmarinus officinalis L.  
al       50% 
Rosmarinus officinalis 
L.    al    75% 
Disco Penicilina 10 ug 
 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 
    
Media (mm) 12.10 15.60 31.30 
Desviación 
estándar (mm) 
3.60 3.57 8.43 
Prueba para 
medias 
                            F = 32.40      p < 0.05  
Comparación 
entre grupos+ 
                   b                 b                   a 
 
 





Figura 1. Diámetro de halo como efecto inhibitorio in vitro del extracto etanólico 
de Rosmarinus officinalis L. a concentraciones del 50%  y  75%  y  de Penicilina 








En la tabla 1, se determina y compara el diámetro del halo de inhibición 
según grupo de estudio sobre Streptococos pyogenes cepa clínica. En el 
Grupo 1 con halo inhibitorio de R.O al 50% se obtiene un diámetro 
promedio de 12.10 mm y una desviación estándar de 3.60 mm, mientras 
que en el Grupo 2 una media y una desviación estándar de 15.60 mm. El 
Grupo Control positivo de penicilina 10 ug con valores de 31.30 y 8.43 mm 
se detecta una diferencia sustantiva entre los Grupos experimentales 
respecto al Grupo Control. 
 
La Prueba F del análisis de varianza que compara la igualdad de los 
efectos medios de los tres grupos corrobora esta situación y declara una 
diferencia estadística altamente significativa (p<0.05), lo que permite 
señalar que las medias no son iguales y que al menos uno de los grupos 
tiene una media diferente de la longitud del diámetro del halo como una 




































La Prueba Pos anova de Duncan complementa el análisis y realiza las 
comparaciones por pareja de Grupos. El Grupo 1 y el Grupo 2, como tienen 
una letra en común (a), no difieren estadísticamente (p>0.05), sin embargo 
el efecto medio del Grupo 3 difiere estadísticamente del Grupo 1 y también 




Escala de Durafford como efecto inhibitorio in vitro del extracto etanólico 
de Rosmarinus officinalis L. a concentraciones del 50%, 75% , y  de 
Penicilina 10 ug sobre Streptococcus pyogenes cepas clínicas. 
 
                     Grupo de estudio   





Penicilina 10 ug 
 Nº % Nº % Nº % 
        
Nula (-) 1 10.0 0 0.0 0 0 
Sensible  (+) 6 60.0 3 30.0 0 0.0 
Muy sensible(++) 3 30.0 7 70.0 2 20.0 
Sumamente 
sensible(+++) 
0 00.0 0 00.0 8 80.0 





Cuando determinamos la clasificación de efecto inhibitorio según Escala 
de Duraffourd, se puede distinguir que el grupo 2 reporta un 70% de casos 
con resultado muy sensibles, que puede dar señales de efectos 
satisfactorios sobre Streptococcus pyogenes cepa clínica, mientras que el 
Grupo control reporta el 80% de los casos como muy satisfactorios. El 
Grupo 1 presenta resultados que están en su mayoría por debajo de los 




Diámetro de halo como efecto inhibitorio in vitro del extracto etanólico de 
Rosmarinus officinalis L. a concentraciones del 50%, 75%  y  de Penicilina  10 
ug sobre Streptococcus pyogenes cepa ATCC® 12384. 
 
 Grupo de estudio: Ingesta 
Indicador Rosmarinus officinalis L.     
al       50% 
Rosmarinus officinalis 
L.    al    75% 
Penicilina 10 ug 
    
    
Media (mm)     20.70 23.40 32.90 
Desviación 
estándar (mm) 
  2.58 3.50 4.15 
Prueba para 
medias 
                            F = 34.07      p < 0.05 
Comparación 
entre grupos+ 
                   b                 b                   a 
 
 
+ : Grupos con la misma letra no difieren estadísticamente según prueba de Duncan. 
 
 
Figura 2. Diámetro de halo como efecto inhibitorio in vitro del extracto etanólico 
de Rosmarinus officinalis L. a concentraciones del 50%, 75%  y  de Penicilina 





















Escala de Durafford como efecto inhibitorio in vitro del extracto etanólico de 
Rosmarinus officinalis L. a concentraciones del 50%, 75% , y  de Penicilina  
10 ug sobre Streptococcus pyogenes cepa ATCC® 12384. 
 
 
                    Grupo de estudio   





Penicilina 10 ug 
 Nº % Nº % Nº % 
        
Nula (-) 0 0.0 0 0.0 0 0 
Sensible  (+) 0 0.0 0 0.0 0 0.0 
Muy sensible(++) 5 50.0 2 20.0 0 0.0 
Sumamente 
sensible(+++) 
5 50.0 8 80.0 10 100.0 



























  Desde hace unos años, el empleo de plantas medicinales y de 
productos derivados de las mismas está aumentando de manera 
importante. Esto se debe a una seria de factores, entre los cuales cabe 
destacar el conocimiento preciso de su composición química y el hecho de 
qu en la actualidad dicha utilización se fundamenta en numerosos ensayos 
farmacológicos in vivo como in vitro, así como en ensayos químicos. De 
esta forma, el uso de las especies vegetales medicinales que se ha venido 
haciendo en forma empírica y basada en al tradición tiene hoy una base 
científica. 
 
  En el presente estudio de tipo experimental, demostramos el efecto 
inhibitorio in vitro del extracto etanólico de Rosmarinus officinalis L. 
(Romero) dos diferentes concentraciones 50% y 75% frente a cepas de 
Streptococcus pyogenes clínicas y ATCC® 12384, presentando un halo de 
inhibición mínim0 al 50% en Cepa Clínica de Streptococcus pyogenes y 
una máxima en la concentración del 75% sobre Cepa Streptococcus 
pyogenes ATCC® 12384, en cambio los halos de inhibición frente a 
penicilina 10 ug fueron altamente sensibles. Estos resultados son similares 
con los estudios obtenidos por Rodríguez Y. Espinoza et al,31   quienes 
demostraron que presento efecto inhibitorio sobre las cepas RE1, RE2, 
RE3 de Streptococcus pyogenes obteniéndose halos de inhibición de 
8.67mm. (cepa RE1) a concentración de 5 mg/ml  y de 12.33mm. (cepa 
RE3) a concentración de 35 mg/ml. 
 
  Con respecto al halo de inhibición, se logro obtener una media de 
12.10 mm en una concentración de 50%, 15.60 mm al 75%, y penicilina 10 
ug 31.30 mm, obteniendo al medir según escala de Durafford una 
sensibilidad limite con la concentración al 50%, una sensibilidad media al 
75% y altamente sensibles con penicilina 10 ug, resultados sobre 
Streptococcus pyogenes  cepas clinicas, como se puede observar dicha 
sensibilidad se obtiene de forma ascendente según las concentraciones 
investigadas. Estos resultados varían con los obtenidos por Nair R., 
Kalariya T., Chanda S.32  Los resultados de su estudio fueron que todos 
los extractos de las hojas de Rosmarinus officinalis L. mostraron diversos 
efectos inhibitorios (7-16 mm/20 µl de la zona de inhibición). 
 
Castaño H., Ciro G.33 El aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. 
exhibió un amplio espectro de acción antimicrobiana tanto para bacterias 
Gram positivas como Gram negativas con CIM entre 512 – 4096 ppm. El 
extracto etanólico de Rosmarinus officinalis L. mostró actividad 
antimicrobiana contra las bacterias Shigella sonnei, Salmonella typhimurium 
y Listeria monocytogenes con CIM de 1024 ppm. 
 
Shan et al., determinaron en más de 10 aceites esenciales la relación 
existente entre el contenido de compuestos fenólicos y la capacidad de 
inhibición de bacterias Gram positivas y Gram negativas; según los 
resultados obtenidos, el contenido de fenoles produce un efecto importante 
en la capacidad inhibitoria de los extractos; para el caso de Rosmarinus 
officinales la concentración de fenoles fue más baja que la de otros aceites 
esenciales como por ejemplo Eugenia caryophylata y Oreganum vulgare, 
razón por la cual su capacidad inhibitoria de varios microorganismos 
diferentes a Clostridium perfringes fue menor32,33,34. 
 
El extracto de hoja de Rosmarinus Officinalis L. tiene acción en la 
membrana celular de las bacterias, la actividad citotóxica afecta 
directamente a la fase mitótica de las bacterias Gram positivas y Gram 
negativas. Por destacar, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, 
Salmonella spp. y S. aureus, estos microorganismos son susceptibles a los 
componentes del extracto de romero, en cuyo extracto prevalecen el ácido 
caféico, ácido rosmarínico, carnosol, ácido carnosólico y flavonoides16,17. 
 
La pared celular de las bacterias, presenta uno de los componentes 
primarios de la pared celular bacteriana es peptidoglycan, una 
macromolécula estructural con una composición reticular que proporcionea 
rigidez y el soporte a la pared celular exterior. Para formar la pared celular, 
un único encadenamiento peptidoglycan se reticula a otros 
encadenamientos peptidoglycan con la acción de la DD-transpeptidasa de la 
enzima (también llamada una penicilina proteína-PBP obligatoria). En un 
ciclo vital bacteriano, la pared celular (y así las reticulaciones peptidoglycan) 
se remodela contínuo para acomodar para los ciclos relanzados del 
incremento y de la réplica de la célula20. 
 
Las Penicilinas y otros antibióticos de la familia  beta-lactamasa 
contienen un anillo cuatro-membrado característico de la beta-lactamasa. La 
Penicilina actúa a nivel de al unión del anillo de la beta-lactamasa a la DD-
transpeptidasa, la inhibición de su actividad de la interconexión y la 
prevención de la nueva formación de la pared celular. Sin una pared celular, 
una célula bacteriana es vulnerable al agua exterior y a las presiones 
moleculares, y muere.  Puesto que las células humanas no contienen una 
pared celular, los resultados de tratamiento de la penicilina en muerte celular 
bacteriana sin afectar a las células humanas21. 
 
Los resultados obtenidos con el presente trabajo de investigación 
indican el efecto inhibitorio in vitro del extracto etanolico de Rosmarinus 
officinalis L. frente a cepas de Streptococcus pyogenes, es así que el 
presente estudio abre nuevas posibilidades en el campo de la investigación 
clínica como farmacológica, constituyendo así una alternativa natural, 











1. El extracto etanólico de Rosmarinus officinalis L. “Romero” tiene efecto 
inhibitorio in vitro sobre Streptococcus pyogenes cepas clinicas. 
 
2. El extracto etanólico de Rosmarinus officinalis L. “Romero” tiene efecto 
inhibitorio in vitro sobre Streptococcus pyogenes cepa ATCC® 12384. 
 
3. El extracto etanólico de Rosmarinus officinalis L. “Romero” en las 
concentraciones 50% y 75% si presentan efecto inhibitorio in vitro 
sobre cepas de Streptococcus pyogenes clinicas y ATCC® 12384, 
existiendo diferencia significativa entre las diferentes concentraciones 
utilizadas. 
 
4. La concentración máxima del extracto etanólico de Rosmarinus 
officinalis L. “Romero” de 75% utilizada en Streptococcus pyogenes 




















 Se recomienda realizar otros estudios para ampliar el espectro de actividad 
del extracto etanólico de Rosmarinus officinalis L. en concentración del 
100%. 
 
 Se recomienda aislar los principios activos que confieren la actividad 
antimicrobiana. 
 
 Se recomienda realizar pruebas in vivo para valorar la efectividad y la 
toxicidad que tendrían los principios activos del extracto etanólico de 
Rosmarinus officinalis L. 
 
 Se recomienda realizar estudios sobre la forma de administración del 
extracto etanólico de Rosmarinus officinalis L. con el fin de preservar la 
concentración de los principios activos en el organismo. 
 
 Realizar pruebas in vitro usando diferentes diluciones del extracto etanólico 
de Rosmarinus officinalis L. para demostrar la concentración inhibitoria 
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ANEXO Nº 01 
 
Nº1  FICHA DE RECOLECCIÓN DE DATOS 
EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANÓLICO DE 
Rosmarinus officinalis L. (Romero) COMPARADO CON PENICILINA 
SOBRE Streptococcus pyogenes. 2015 
 
SUSCEPTIBILIDAD DE Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 






Concentración de Extracto 
etanólico de Rosmarinus 
Officinalis L. 
100% 50% 75% 
Halo 1 30 (S) 17 (I) 15 (I) 
Halo 2 35 (S) 22 (S) 25 (S) 
Halo 3 40 (S) 25 (S) 27 (S) 
Halo 4 35 (S) 22 (S) 24 (S) 
Halo 5 35 (S) 22 (S) 24 (S) 
Halo 6 33 (S) 20 (S) 25 (S) 
Halo 7 35 (S) 23 (S) 26 (S) 
Halo 8 25 (S) 17 (I) 20 (S) 
Halo 9 32 (S) 19 (I) 25 (S) 
Halo 10 29 (S) 20 (S) 23 (S) 
Fecha 26/11/2015 26/11/2015 
 
 
ANEXO Nº 02 
 
Nº2  FICHA DE RECOLECCIÓN DE DATOS 
EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANÓLICO DE 
Rosmarinus officinalis L. (Romero) COMPARADO CON PENICILINA 
SOBRE Streptococcus pyogenes. 2015 
 
SUSCEPTIBILIDAD DE Streptococcus pyogenes cepa clínica 






Concentración de Extracto 
etanólico de Rosmarinus 
Officinalis L. 
100% 50% 75% 
Halo 1 40 (S)  10 (R) 15 (I) 
Halo 2 35 (S) 15 (I) 12 (R) 
Halo 3 40 (S) 13 (R) 12 (R) 
Halo 4 43 (S) 18 (I) 20 (S) 
Halo 5 28 (S) 10 (R) 18 (I) 
Halo 6 20 (S) 10 (R) 15 (I) 
Halo 7 35 (S) 7 (R) 10 (R) 
Halo 8 20 (S) 17 (I) 15 (I) 
Halo 9 25 (S) 9 (R) 20 (S) 
Halo 10 27 (S) 12 (R) 19 (I) 
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ASESOR 
 
Señor Ms.  
JORGE LUIS JARA MORILLO 
Presidente del Comité de Investigación de Facultad de Medicina 
Humana. 
 
  Yo, SAÚL ANDRÉS CHILÓN QUISPE, identificado con ID 
000067350, alumno de la Escuela Profesional de Medicina Humana, con el 
debido respeto me presento y expongo. 
   
  Que, siendo requisito indispensable para poder optar el Título 
Profesional de Médico Cirujano, recurro a su digno despacho a fin de que se 
apruebe e inscriba mi proyecto de tesis titulado, “EFECTO INHIBITORIO IN 
VITRO DE Rosmarinus officinalis L. (Romero) COMPARADO CON 
PENICILINA SOBRE CEPAS DE Streptococcus pyogenes. UPAO. 
Agosto - Noviembre 2015”. 
   
  Así mismo informo que el docente, DR. MARCO ANTONIO 
ZÁRATE ARCE, será mi asesor, por lo que solicito se sirva a tomar 
conocimiento para los fines pertinentes. 
Por lo expuesto es justicia que espero alcanzar. 
Trujillo,……………….. 
_____________________________ 
Saúl Andrés Chilón Quispe 
ID 000067350 
 




CONSTANCIA DE ASESORÍA  
 
  El que suscribe, MARCO ANTONIO ZÁRATE ARCE, docente de 
la Escuela Profesional de Medicina Humana hace constar que me 
comprometo a brindar el asesoramiento correspondiente para el desarrollo 
del proyecto de tesis titulado, “EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DE 
Rosmarinus officinalis L. (Romero) COMPARADO CON PENICILINA 
SOBRE CEPAS DE Streptococcus pyogenes. UPAO. Agosto - 
Noviembre 2015” del bachiller SAÚL ANDRÉS CHILÓN QUISPE, de la 
Escuela Profesional de Medicina Humana. 
 























SOLICITA DESIGNACIÓN DE JURADO EVALUADOR PARA 
SUSTENTACIÓN DE TESIS 
 
 
Dr. Juan Eduardo Leiva Goicochea 
Director de la Escuela Profesional de Medicina Humana 
Universidad Privada Antenor Orrego 
S.D 
 
  Yo, SAÚL ANDRÉS CHILÓN QUISPE, alumno de la Escuela 
Profesional de Medicina Humana, identificado con I.D. 000067350; ante 
usted me presento y expongo: 
 
  Que, siendo exigencia indispensable para optar el título profesional 
de Médico Cirujano, la presentación y sustentación del informe final de mi 
tesis titulada: “EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DE Rosmarinus 
officinalis L. (Romero) COMPARADO CON PENICILINA SOBRE CEPAS 
DE Streptococcus pyogenes. UPAO. Agosto - Noviembre 2015”; solicito 
a su digno despacho tenga a bien disponer a quienes correspondan el 
NOMBRAMIENTO DE JURADO EVALUADOR, de acuerdo a las normas 
establecidas.  
 
  Por lo expuesto: 









INFORME FINAL DEL ASESOR 
 
Título: “EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DE Rosmarinus officinalis L. 
(Romero) COMPARADO CON PENICILINA SOBRE CEPAS DE 
Streptococcus pyogenes. UPAO. Agosto - Noviembre 2015.” 
Autor: Saúl Andrés Chilón Quispe 
Asesor: Dr. Marco Antonio Zárate Arce 
 
La presente Tesis reúne la calidad académica, la extensión conveniente del 
tema y relevancia social porque al encontrar que el Extracto etanolico de 
Rosmarinus Officinalis L. tiene efecto inhibitorio sobre Cepa de  
Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 y Cepas  Streptococcus pyogenes 
clínicas, la bibliografía fue tomada de fuente confiable como las páginas de 
pubmed, Scielo, donde diariamente se publican artículos de investigación de 
gran confiabilidad, por lo cual autorizo la transcripción en limpio de la tesis. 
 

















































































































* Constancia de aprobación de proyecto de tesis 


















































































































































































PROCEDIMIENTO PARA LA 
OPTENCIÓN DEL EXTRACTO 
ETANÓLICO DE ROSMARINUS 






























1. Seleccionando muestra adecuada 
de Rosmarinus officinalis L. 
2. Deshojando Rosmarinus 
officinalis L. 
3. Desinfectando Rosmarinus 
Officinalis L. en hipoclorito de sodio al 
0.5 % 
4. Enjuague de planta Rosmarinus 
Officinalis L. 


























   
 
5. Rosmarinus Officinalis L. - Seco 6. Fase de pulverización - 
Rosmarinus Officinalis L. 
7. Proceso de pulverización - 
Rosmarinus Officinalis L. 




9. Tamización de Rosmarinus 
Officinalis L. 
10. Rosmarinus Officinalis L. - 
Homogeneizado 
11. Pesaje de Rosmarinus 
Officinalis L. 





















































13. Preparación de Alcohol al 70% 14. Preparación de Alcohol al 70% 






17. Equipo de extracción 
18. Maceración de Rosmarinus 
officinalis L. 
19. En proceso de maceración de 



















































20. Rosmarinus officinalis L. - 
Concentrado. 
21. Rosmarinus officinalis L. - 
Concentrado al 50% y 75%. 
22. Rosmarinus officinalis L. - en 
placas petri 
23. Impregnación de Discos con extracto 




















































24. Discos de extracto etanólico de Rosmarinus officinalis L. 50% 
y 75% 
PROCESO DE RESTITUCIÓN - 
CEPA DE STREPTOCOCCUS 



















































1. KWIK-STIKTM Streptococcus pyogenes ATCC® 12384. A 
temperatura ambiente 
2. Retiro de KWIK-STIKTM Streptococcus pyogenes ATCC® 
12384. 




















































5. Cepa Streptococcus pyogenes 
ATCC® 12384. 
4. Colocando etiqueta en la placa del cultivo principal. 
 





















































9. Inoculación de Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 en la placa 
del cultivo principal. 
7. Apretando en la parte inferior de la unidad, para triturar el sedimento en el líquido 
hasta que la suspensión del sedimento sea homogénea.  
 





















































IDENTIFICACIÓN - CEPA DE 



















































1. Streptococcus pyogenes ATCC® 
12384. 
2. Observar bajo Microscopio  
Streptococcus pyogenes ATCC® 12384. 
4. Tinción de Gram 




















































EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DE 
ROSMARINUS OFFICINALIS L. 
(ROMERO) COMPARADO CON 
PENICILINA SOBRE CEPAS DE 
STREPTOCOCCUS PYOGENES. 
6. Escala de McFarland. Streptococcus 
pyogenes ATCC® 12384. 
















































1.  Placas petri con Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 
3. Placas petri con Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 y cepas clínicas 
sometidos a extracto etanólico de Rosmarinus officinalis al 50% y 75% 



















































4. Placas petri con Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 y cepas clínicas 
sometidos a extracto etanólico de Rosmarinus officinalis al 50% y 75% 
5. Estufa de Laboratorio - Facultad de 
Medicina - UPAO 
6. Discos de E.E: Rosmarinus 
officinalis L. 
 
 
 
 
 
